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Tutkimuksessa karakterisoitün termofiileista bakteerikannoista löyryneitä
restriktioendonukleaasiaktiivisuuksia. Tarkoituksena oli löytää nykyisin
tuntematon aktiivisuus tai vaihtoehtoisesti kaupalliseen puhdistukseen
soveituva isoskitsomeeri.
Tutkituista 39 bakteerikannasta löydettiin 10 erilaista restriktioendonukleaasia.
N¿imä kaikki olivat jonkin tunnetun endonukleaasin isoskitsomeerej ä.
Puhdis¡ettavaksi valiniin kannan 360 sisältämá. EagL:n isoskitsomeeri entsyy-
min useiden käynösovelluksien takia. Puhdistettu isoskitsomeeri runnistaa
CGG CCG- sekvenssin j a j ättäa katkaisukohtaan nelj än emäksen
5'-liimahännän.
Puhdistusmenetelmää kehitettäessä käytettiin affiniteetti-, ioninvaihto- j a hyd-
rofobista kromatografiaa. Valmiissa puhdistusmenetelmässä käytettiin kahta
ioninvaihtohartsia (DEAE S epharose j a Q-S epharose), geelisuodatush artsia
(S eph acryl-S - 1 00) j a ammoniumsulfaattisaostu sta.
Puhdistuksen kokonaissaanto valitulla menetelmällä oti 12,8Vo ja puhdistus-
kerroin 14. Puhdasta entsyymiä saatiin 148 500 U 20 grammasta soluja.
Käytetty bakteerikanta oli erittäin h¡'vä ¡esrriktioentsyymin tuottaj a.
Turkitun entsyy¡1i¡"tltol.,ekyylikoka aLi.27 800 jaisoelekt¡inen pisæ 4,85.
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